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摘要 : 将 人 工 合成 的 寡 核 苷 酸 片 段 ， 通 过 PCR 扩 增 得 到 死亡 肽 《thanatin) 基因 ， 并 将 其 克隆 到 表达 载体 pGEX-3X 中 ， 序 列 
分 析 结 果 正 确 。 经 IPTG 诱导 ， 在 大 肠 杆菌 BL2I 中 进行 高 效 可 溶性 表达 ， 表 达 量 可 达 20 和 以上。 融合 蛋白 通过 GST 亲 和 层 
析 纯 化 ， 用 肠 激 酶 酶 解 表 达 产 物 ， 用 Sephadex G-25 初步 纯化 得 到 具有 抗菌 活性 的 死亡 肽 。 
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which was checked by nucleotide sequencing. The fusion protein of GST-thanatin was produced by IPTG induction in Es- 
cherichia coli (BL21). The expression level was about 20% . The fusion protein was purified by GST affinity chromatog- 
raphy and digested by enterokinase. Partly purified with Sephadex G-25, the final product, thanatin exhibited antimicro- 
bial activity. 
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抗菌 肽 是 指 在 生物 体内 经 诱导 产生 的 一 类 小 分 
子 量 ， 具 有 抗菌 活性 的 碱 性 多 肽 ， 这 类 抗菌 剂 最 初 
是 从 昆虫 、 哺 乳 动 物 、 两 栖 动 物 等 的 防御 系统 中 分 
离 得 到 的 。 抗 菌 肽 对 革 兰 氏 阳 性 、 阴 性 细菌 、 病 
毒 、 原 忠和 发 生病 变 的 真 核 细胞 等 有 杀伤 作用 
(Bulet et al.，1999)。 死 亡 肽 《thanatin》 是 一 种 从 
刺 晴 中 分 离 得 到 ， 迄 今 为 止 在 所 有 已 知 昆 虫 抗菌 肽 
中 ， 抗 菌 谱 最 广 、 抗 菌 活 性 最 强 的 抗菌 重 白 ， 不 仅 
对 革 兰 氏 阳 性 及 阴性 细菌 ， 而 且 对 真菌 也 有 杀 灭 作 
用 《Fehlbaum et al.，1996)。 死 亡 肽 由 21 个 氨基 酸 
组 成 ， 分 子 内 有 4 个 区 域 与 其 活性 密切 相关 《Fehl- 
baum et al .，1996; Bulet et al.，1999)， 在 第 11 位 
和 第 18 位 含 两 个 Cys 残 基 ， 可 形成 分 子 内 的 二 硫 
桥 。 通 过 对 其 截 短 类 似 物 以 及 D 型 死亡 肽 的 抗菌 
活性 研究 发 现 ， 死 亡 肽 可 能 通过 多 种 机 制 对 微生物 
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产生 影响 ， 其 抑 菌 的 最 小 基 序 由 C 端 环 和 相 邻 残 
基 组 成 ，C 末端 Met 残 基 的 酰 氮 化 对 其 抗菌 活性 是 
重要 的 《Fehlbaum et al.，1996)。 核 磁 共 振 及 分 子 
动力 学 模拟 研究 了 死亡 肽 在 水 溶液 中 的 三 维 结构 ， 
a a 
反 辣 平行 折 垒 结构 ，N 端 结构 高 度 可 变 〔Mandard 
et al ., 1998)。 es 了 死亡 肽 基因 ， 并 采 
用 融合 蛋白 形式 在 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 中 高 效 
表达 GST- 死 亡 肽 融合 蛋白 。 融 合 表 达 产 物 经 肠 激 
酶 切割 后 获得 有 抗菌 活性 的 死亡 肽 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 材料 


表达 质粒 pGEX-4T-1; E.coli TG1、BL21 为 本 
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实验 室 保存 ; Taq DNA 聚合 酶 TaKaRa 公司 产品 ; 
pGEM T- 载 体 为 Progema 产品 ， 肠 激酶 《enteroki- 
nase) 是 INVITROGEN 公司 产品 :IPTG 购 自 Sigma 
公司 ; 目的 基因 片段 由 上 海 生 工 生 物 工程 公司 合 
成 ; Pre-packed Glutathione Sepharose 4B column 为 
Pharmacia 公司 产品 。 
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1.2 方法 

1.2.1 死亡 肽 基因 的 合成 : 根据 GenBank 中 死亡 
肽 的 序列 ， 人 工 合成 死亡 肽 的 三 个 特异 片段 〈 图 
1)。 并 在 死亡 肽 基因 $ 端 引入 肠 激 酶 CEK) 切割 
位 点 。 


EcoR I 
Pp: 


Ppl: SGGAICCGACGATGACGATAAGOGTTCCAAGAAGCCAGTGCCAATCATC3' (48 nt): 
P2: SCCAGTGCCAATCAITCTACTGCAACAGGAGGACTGGTAAG3 (39 nt 
Pp3: GAATTCCTACATCCTCTGGCACTIACCAGTCCTCCTOTTI’ (39 nt) 
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图 1 死亡 肽 基因 的 合成 


Fig.l Synthesis of thanatin gene 


在 总 体积 为 20 pL 的 PCR 反应 体系 中 ， 加 入 10 
x Buffer 2 uxL，4dNTP 《25 mmolL) 1 nL， 片 段 P1、 
P2 《10 pmolL) 各 15L， 片 段 P3 (2 pmol/L》 1 wlL; 
Taq 酶 1.2 U。PCR 反应 程序 为 : 94、30 s， 
58%、30 s，72%、30 s，30 循环 : 72% 、2 min。 
1.2.2 死亡 肽 基因 的 克隆 、 序 列 分 析 及 表达 载体 
的 构建 : PCR 扩 增 合成 的 死亡 肽 基因 用 T 载 体 法 克 
隆 ; 序列 分 析 委 托 TaKaRa 公司 进行 ， 序列 正确 的 
质粒 经 Xho 工 和 Not 工 酶 切 后 插入 到 表达 载体 
pGEX-4T-1 中 ， 得 到 表达 质粒 pGEX-Tan 《Ausubel 
et al., 1995)。 
1.2.3 ”死亡 肽 的 融合 表达 ;挑选 新 转化 含有 重组 
质粒 的 BL21 菌 ，37% 培 养 过 夜 ， 次 日 再 按 1:50 比 
例 转 入 含有 25 mg/L 氮 址 青霉素 的 LB 培养 基 ，37% 
振荡 2h 后 加 入 IPTG〔 终 浓度 为 0.2 mmolyL)》 诱导 ， 
4h 后 收集 菌 体 ， 超 声 破 碎 ， 离 心 取 上 清流 ， 加 入 
2 x SDS 上 样 缓冲 液 ， 进 行 SDS-PAGCE， 浓 缩 胶 浓度 
为 5%， 分 离 胺 浓度 为 13%。 
1.2.4 亲 和 层 析 纯 化 融合 蛋白 按 Pharmacia Bio- 
tech 公司 产品 说 明 书 进行 。 对 Glutathinone Sepharose 
4B 预 装 柱 以 10 ~ 20 mL PBS (150 mmol/L NaCl，16 
mmol/L Na HPO,，4 mmol/L NaH; PO,，pH 7.3) 洗 柱 
后 ， 用 6 mL PBS + 1% Triton X-100 平衡 ， 取 适量 样 
品 上 柱 ， 以 2 x 10 mL PBS 洗 人 至 基线 ， 最 后 以 洗 脱 
缓冲 液 《5 mmol/L Glutathione, 50 mmol/L Tris-HCI pH 
8.0) 洗 脱 ， 收 集 洗 脱 峰 。 
1.2.5 肠 激 酶 裂解 融合 筷 白 及 产物 的 初步 纯化 : 
取 亲 和 层 析 后 的 融合 蛋白 $ mg 溶 于 PBS 缓冲 液 中 ， 
加 入 50 U 肠 激 酶 ，35% 温 育 16 hp， 加 2 mmol/L 


DMSF 终止 反应 。Sephadex G-25 初步 纯化 酶 切 产 物 
(Ausubel et al., 1995)。 

1.2.6 Tricine-SDS-PAGE: 取 裂 解 产 物 10 nL 加 入 
等 体积 2x SDS 凝 胶 上 样 缓冲 液 进行 电 访 。 浓 缩 胶 
浓度 为 5% ， 分 离 胶 浓度 为 16.5% 《Schagger and 
von jagow， 1987 ) 。 

1.2.7 生物 活性 检测 : 比 浊 法 测定 抑 菌 活性 。 取 1 
mL 新 鲜 培 养 的 对 数 生 长 期 细菌 BL21， 用 LB 稀释 
ODsso 全 0.3， 取 10 5 菌 液 ， 分 别 加 入 140 撕 肠 激 
莓 酶 切 产 物 系列 稀释 液 ， 补 LB 至 300 pL，37% 培 
养 3.5h， 测 定 0Dow 细菌 浓度 。 以 培养 液 中 所 含 梅 
切 产 物 量 对 相对 吸光 度 作 图 。 


2 ”结果 与 分 析 


2.1 死亡 肽 基因 的 合成 及 pGEX-Tan 表达 载体 的 构建 

三 个 死亡 肽 特异 引物 经 PCR 扩 增 后 得 一 大 小 
为 90 bp 的 死亡 肽 基因 片段 。 将 该 片段 克隆 到 
pGEM T- 载 体 中 ， 转 化 大 肠 杆 菌 TG1， 抽 提 重 组 质 
粒 进 行 DNA 测序 ， 结 果 与 设计 相符 。 用 舟 o 工 和 
Not 工 将 死亡 肽 基因 从 pGEM-Tan 中 切 出 ， 插 入 到 
表达 质粒 pGEX-4T-1 中 ， 以 特异 性 引物 P 和 P, 直 
接 PCR 第 选 阳 性 克隆 ， 得 到 pGEX-Tan。 
2.2， 融合 蛋白 的 分 离 纯 化 及 电泳 鉴定 

将 pGEX-Tan 转化 大 肠 杆 菌 BL21，IPTG 诱导 表 
达 后 ， 收 集 菌 体 ， 超 声 破 菌 ， 经 PBS 悬浮 ， 加 入 
终 浓 度 为 1% 的 Triton X-100， 摇 名 上 亲 和 柱 ， 用 洗 
脱 缓冲 液 《5 mmol/L Glutathione，50 mmol/L Tris-HCl 
pH 8.0) 洗 脱 。 洗 脱 物 经 13% SDS-PAGE， 考 马 斯 
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图 2 6GST- 死 亡 肽 融合 表达 产物 的 SDS-PAGE 图 庶 
Fig.2 SDS-PAGE analysis of GST En expressed in E. cok BIO 
上 .标准 重 白 Protein molecular weight standards 
B. 诱导 后 表达 pGEX-Tan 的 大 鹏 肝 菌 BL21 
E. oli BL21 with PCEX-Tan after induction 
C. 诱导 后 不 表达 pGEX-Tan 的 大 肠 肝 菌 BL21 
E. coli BL21 without pGEX-Tan after inqutction 


亮 蓝 G250 染色 ,在 29 kD 有 1 条 蛋白 带 (图 2)。 
凝 胶 扫 撒 显 示 融 合 蛋 白 约 占 总 蛋白 的 20%。 
2.3 ”融合 蛋白 的 切割 和 切割 后 产物 的 活性 检测 
纯化 的 融合 蛋白 经 肠 诉 酶 切割 后 ， 经 Tricine- 
SDS-PAGE， 考 马 斯 亮 蓝 G250 染色 ， 有 一 条 2.3 kD 
左右 的 蛋白 条 带 ， 与 死亡 肽 分 子 量 相 吻 合 。29 kD 
的 蛋白 带 为 融合 蛋白 GST 死 亡 肽 及 切除 死亡 肽 后 
的 GST 蛋白 ，23 kD 左右 的 小 带 可 能 是 融合 蛋白 的 
降解 物 “ 图 3)。 将 细菌 与 系列 稀释 的 肠 激 酶 楷 切 
产物 共 育 3.5h 后 ， 比 浊 法 测定 细菌 生长 。 随 着 培 
养 基 中 酶 切 产物 的 增加 ， 细 菌 生 长 速度 下 降 【〈 图 
4)。 约 30 gL 酶 切 产 物 即 可 抑制 S0 多 细菌 生长 ， 当 
培养 基 中 酶 切 产 物 量 达 80 wlL 时 ， 细 菌 已 基本 不 能 生 
长 ， 而 对 照 肠 激酶 裂解 缓冲 液 对 细菌 生长 无 影响 。 
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图 3 融合 下 白 肠 激 丹 峰 解 产 物 的 Tricine-SDS-PAGE 图 详 
Fig.3 Tricine-SDS-PAGE analysis of thanatin 
after enterokinse digestion 
A: 肠 激 酶 借 解 物 proteins after EK 出 gestion 
B: 标准 重 白 low malecular weight standards 
C: 层 析 纯化 重 白 proteins putified by GST affinity chramatography 
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图 4 死亡 肽 抗菌 活性 测定 
Fig.4 Antimicrobial activity of thanatin to ££. coli BL21 
Growth inhibition of E. oli BL21 was assayed by incubating serial EK 
digestion proqutets with 10 pL 0.30Dss bacteria at 37°C for 3.5 hours. 


3 讨论 
抗菌 肽 是 一 类 小 分 子 多 肽 ， 由 于 其 在 组 织 中 全 


量 低 ， 分 离 获得 大 量 的 天 然 产 物 很 困难 ， 而 人 工 合 
成 多 肽 的 成 本 高 ， 限 制 了 其 应 用 前 景 。 因 此 ， 抗 菌 
肽 的 重组 表达 的 研究 很 有 意义 。 但 由 于 抗菌 肽 对 原 
核 生物 具有 明显 的 杀菌 活性 ， 因 此 不 能 在 原核 系统 
中 直接 表达 。 死 亡 肽 是 迄今 为 上 所 发 现 抗 菌 活性 最 
强 的 昆虫 防御 肽 ， 其 最 小 抑 菌 浓度 低 于 2.5 pmol/L 
(Fehlbaum et al .，1996)。 己 利用 信 工 合成 的 截 短 类 
伺 物 、(2D)!H-NMR 及 分 子 模拟 等 技术 对 其 高 级 
结构 、 结 构 功 能 关系 及 生化 特性 进行 了 研究 。 本 文 
根据 文献 报道 序列 ， 人 工 合 成 死亡 肽 基因 片段 ， 利 
用 PCR 扩 增 得 到 完整 的 死亡 肽 基因 ， 构 建 了 GST 
融合 表达 载体 ， 避 免 直接 表达 时 宿主 菌 的 死亡 ， 同 
时 保护 抗菌 肤 免 受 蛋 白 酶 的 降解 。 转 化 大 肠 杆 菌 
后 ， 获 得 高 效 表 达 。 利 用 GST 条 和 柱 层 析 纯 化 融 
合 重 白 ， 简 化 纯化 操作 步骤 ， 减 少 融 合 和 蛋白 的 损 
失 。 表 丰产 物 经 肠 诉 酶 酶 切 后 显示 出 较 强 的 抗菌 活 
性 。 由 于 死亡 肽 是 小 分 子 多 肽 ， 分 子 量 约 为 2.5 
kD， 同 时 融合 蛋白 经 肠 激 酶 酶 切 后 得 到 的 死亡 肽 
量 较 少 ， 给 分 离 纯化 带 来 困难 。 目 前 尚 无 法 确定 蛋 
白 酶 酶 切 产物 中 死亡 肽 的 含量 ， 因 此 还 不 能 定量 分 
析 其 抗菌 浓度 。 由 于 死亡 肽 序列 中 C- 末 端的 Met 残 
基 对 其 完全 活性 是 必需 的 (Fehlbaum et al.，1996)， 
而 CN 切割 融合 蛋白 会 造成 Met 残 基 高 丝氨酸 内 
脂 化 ， 影 响 死亡 肽 的 活性 〈Taguchi et al.，2000)， 
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因此 在 融合 表达 产物 的 加 工 中 不 能 使 用 BrCN 切 
割 。 如 何 降低 融合 蛋白 的 加 工 成 本 ， 获 得 较 大 量 的 
死亡 肽 重 白 ， 以 便 定 量 分 析 其 抗菌 活性 ， 我 们 将 作 
进一步 研究 。 
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